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玉米子粒粉质突变体3901l的图位克隆

冯 帆，姚东升，宋任涛
(上海大学生命科学学院/上海市能源作物育种及应用重点实验室，上海 200444)

摘 要：粉质胚乳突变体3901l来源于美国种质中心，该突变体胚乳呈现完全不透明表型。生化分析发现，该

突变体α-和β-醇溶蛋白剧烈下降，同时伴随着非醇溶蛋白的大幅度升高。通过玉米SNP3072芯片进行基因分型分

析发现，3901l基因定位于7号染色体约33 M的区间。通过与 o2突变体进行等位测试，确认3901l是 o2的等位突变

体。进一步研究表明，该突变体的O2转录本缺失了一个 61-bp的外显子，造成开放阅读框移码和翻译提前终止。

利用O2特异抗体检测子粒总蛋白，发现突变体中O2蛋白完全缺失，不能检测到提前终止的O2蛋白，说明错误翻译

的O2蛋白被机体快速识别并降解。
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Map-based Cloning of an Opaque Kernel Mutant 3901l in Maize
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Abstract: An opaque mutant 3901 of maize, obtained from the Maize Genetics Cooperation Stock Center, USA,

showed completely non-transparency endosperm. Biochemical analysis showed that the α- and β-zein in mutant
3901 was drastically decreased, while the non-zein significantly increased. Through the analysis of maize SNP3072
genotyping array, the mutant gene 3901l was mapped to a 33-Mb interval on chromosome 7. Further, the allelism
test of opaque2(o2) and 3901l indicated that 3901l is a new mutant allele of o2, in the O2 transcript of which a 61-
bp exon was lost, causing frame-shift of O2 open reading frame and an early termination of O2 protein translation.
Also through the total protein detection using O2-specific antibody, we found that O2 protein is completely lost in
the kernel of mutant 3901 and no early terminated O2 protein was detected, which indicated that the O2 protein was
degraded rapidly in 3091. Thus, a new o2 mutant allele was indentified.
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玉米是世界上最重要的粮食作物之一，同时也

是重要的遗传学和分子生物学研究材料。胚乳作为

玉米子粒主要的营养储藏器官，其主要营养物质是

储藏型淀粉和储藏型蛋白。储藏型淀粉的含量是决

定玉米子粒产量的重要决定因素，储藏型蛋白则决

定了玉米子粒的营养品质。储藏型蛋白中60%以上

的蛋白是由醇溶蛋白组成，根据醇溶蛋白的序列
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和溶解特性可以分为以下 4种类型：α-醇溶蛋白

(19 kD和 22 kD)、β-醇溶蛋白(14 kD)，γ-醇溶蛋白

(16 kD、27 kD和 50 kD)和 δ-醇溶蛋白 (10 kD和

18 kD)[1，2]。α-醇溶蛋白和γ-醇溶蛋白是最主要的两

类醇溶蛋白，根据遗传背景的不同，约占总醇溶蛋白

的60%~70%和20%～25%[3]。

玉米粉质胚乳(opaque或者 floury)突变体是指胚

乳质地蓬松、光下呈现不透明表型的一类突变体。

目前，全世界范围内已成功克隆和功能分析了多个

粉质胚乳突变体如 opaque1(o1)、o2、o5、o6、o7、o10、
o11和 floury1-4等 [4～15]，其中，大部分突变体是由于

醇溶蛋白的含量或分布改变而引起的突变表型。

在这些粉质胚乳突变体中，最重要的是 o2突变

体 [16～19]。o2突变体中α-醇溶蛋白下调最剧烈，其
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中，14 Kd-和22-kD醇溶蛋白基本消失，o2的突变同

时伴随着非醇溶蛋白的大幅度升高，造成必需氨基

酸的含量(如赖氨酸和色氨酸)显著提高，极大地增

强了玉米子粒的营养品质。O2基因编码了一个胚

乳特异的 bZIP类型的转录因子，可识别和结合

O2-box(TCCACGT)，具有较强的转录激活能力 [20, 21]。

本实验室研究表明，O2调控除16-kD和18-kD以外

所有醇溶蛋白，说明O2是保证醇溶蛋白正常转录的

关键转录因子。

本研究结合遗传、生化和分子生物学等研究手

段，对来源于美国种质中心的典型粉质胚乳突变体

3901l进行研究，确认该突变体是 o2的一个新的等

位突变体，并揭示了其突变本质，为其他研究者利用

该遗传材料进行进一步分子机制研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

玉米子粒突变体 3901l(编号为 o*-N436C)获得

于美国种质中心 (Maize Genetics Cooperation Stock
Center)，将 3901l突变体与玉米W22自交系进行杂

交获得 F1群体，F1群体自交获得 F2群体用于后续

研究。

1.2 试验方法

1.2.1 硼酸钠裂解法抽提玉米子粒胚乳的醇溶蛋白

本方法参照参考文献[22]，具体方法如下：取F2
代果穗上的野生型和突变体子粒各 10粒，去皮去

胚，留下胚乳用于后续试验。用液氮将胚乳研磨至

粉末，在抽干机中抽干至恒重；精确称量50 mg胚乳

粉末，加入1 mL石油醚用于去除油脂，涡旋混匀后，

4℃旋转1 h。13 000 r/min离心 15 min，弃上清，将粉

末抽干至恒重；加入 1mL硼酸钠裂解液(终浓度为

12.5 mmol/L的硼酸钠，1% SDS)，20 µL的β-巯基乙

醇，1 mmol/L的 PMSF，涡旋混匀后 4℃旋转过夜；

13 000 r/min离心15 min，将上清全部转移至新的EP
管中，此上清即为总蛋白；吸取 300 µL总蛋白溶液，

加入 700 µL的无水乙醇，涡旋混匀后 4℃旋转 3 h，
13 000 r/min离心 15 min，将上清全部吸至新的 EP
管中，此上清液则为醇溶蛋白；将此上清液抽干至恒

重，加入 200 µL IPG溶液(终浓度为 8 mol/L尿素，

2% CHAPS)溶解，-80℃冰箱保存；将上一步离心后

得到的沉淀用 70%乙醇清洗两遍，室温晾干后溶于

200 µL的 IPG溶液中，弹匀溶解。将得到的醇溶蛋

白和非醇溶蛋白加入1/5体积5x蛋白上样缓冲液和

1/10体积的1 mol/L的DTT，99℃变性10 min后上样；

用12.5%的SDS-PAGE蛋白胶电泳90 min，考马斯亮

蓝染色观察。

1.2.2 玉米子粒基因组的大量制备

采用CTAB抽提法[23]，具体如下：取玉米子粒液

氮研磨至粉末，放入 50 mL离心管，加入 10 mL
CTAB抽提液(100 mmol/L的 Tris-HCl，pH值为 8.0；
20 mmol/L的EDTA，pH值为8.0；100 mmol/L的NaCl，
1%的月桂基肌氨酸钠)，颠倒混匀后，室温静置

10 min，加入10 mL酚∶氯仿∶异戊醇=25∶24∶1)，剧烈

震荡混匀，10 000 r/min离心 10 min；将上清转移至

新的 50 mL离心管中，加入 0.7倍体积的异丙醇，混

匀至出现絮状沉淀；将沉淀转移至 2 mL EP管中，加

入1 mL的70%乙醇洗3遍，65℃烘干；加入1×TE(pH
值 8.0)缓冲液溶解，加 5 µL的 RNase(10 mg/mL)，
37℃消化1 h；抽提出的DNA样品用QIAGEN DNeasy
Plant Mini Kit (lot 69104)进行纯化后-20℃保存。

1.2.3 玉米SNP3072芯片对3901l突变体定位

此方法参照参考文献[24、25]，具体方法如下：

取F2代果穗的野生型和突变体子粒各40粒，去种皮

后分别混为两个基因组混池：野生型基因组混池(基
因型为WT/WT和WT/3901l)和突变体基因组混池

(3901l/3901l)。取750 ng野生型基因组混池的DNA和

250 ng突变体基因组混池的DNA合并为 1 µg F1基
因组混样；再准备1 µg突变体基因组混池的DNA作

为突变体基因组样。使用MaizeSNP3072芯片对野

生型基因组混样和突变体基因组样进行基因分型

分析。

1.2.4 RNA提取、反转录及开放阅读框(ORF)扩增

取授粉后15 d的野生型和突变体子粒各10粒，

剥离种皮后用总RNA提取试剂盒(天根，Lot Q5905)
进行抽提。取1 µg总RNA用反转录试剂盒(全式金，

AT301-03)反转为 cDNA。用DNA聚合酶(TOYOBO，
KOD-201)扩增ORF(引物为：O2-ORF-S: ATGGAG‐
CACGTCATCTCAAT；O2- ORF- A：CTAATACAT‐
GTCCATGTGTAT)。PCR扩增程序为，95℃预变性

5min；95℃变性30 s，60℃复性30 s，68℃延伸90 s，共
进行35个循环。

1.2.5 总蛋白抽提及western blot检测

将授粉后 15 d的野生型和突变体子粒去种皮

后，用液氮研磨至粉末，准确称取 500 mg粉末溶于

1 mL的 IP裂解液中(20 mmol/L Tris-HCl，pH值 7.5；
150 mmol/L NaCl；1 mmol/L EDTA；0.5% NP-40)，加
入终浓度为 1 mmol/L的 PMSF和 cocktail，4℃旋转

15 min，13 000 r/min、4℃离心 10 min，将上清转移至

新的EP管中-80℃保存(上清液即为总蛋白)；取抽提

好的总蛋白变性后用12.5%的SDS-PAGE蛋白胶电



泳(120 V，90 min)；将胶上的蛋白转移至硝酸纤维素

膜上，用封闭液[终浓度为5%的溶于TBST(10 mmol/L
Tris-HCl，pH值 7.5；150 mmol/L NaCl；0.05% (V/V)
Tween-20的脱脂牛奶]封闭1 h，再用O2特异的抗体

(用1∶1 000封闭液稀释)孵育1 h，TBST溶液洗6遍，

用羊抗兔稀释溶液(Sigma，A0545，用封闭液1∶5 000
稀释)孵育 30 min，TBST溶液洗 3遍，在化学发光图

像分析仪(Tanon 5200)上显影。

2 结果与分析

2.1 3901l突变体表型分析

将3901l突变体与W22自交系杂交后获得杂合

F1代群体，F1代植株自交后获得F2代表型分离的果

穗用于后续实验。F2代果穗的野生型与突变体子粒

的比例符合3∶1(χ2c<χ20.05,1)，说明该3901l是一个单基

因隐性突变体(表 1)。突变体子粒的颜色较野生型

浅且光下不透明；对子粒横切面进行观察，发现突变

体子粒的横切面呈现出完全粉质状态(图1 )。
表1 F2代果穗上子粒的卡方测试

Table 1 Chi-square analysis of the kernel number
on the maize F2 ear

项 目

Item
野生型表型子粒

突变表型子粒

χ2

F2果穗-1
F2 ear-1
188
59

0.109 3

F2果穗-2
F2 ear-2
156
57

0.264 5

F2果穗-3
F2 ear-3
146
46

0.625 1

注：A为3901l突变体F2代果穗图；深灰箭头标注的为果穗其中一行中所有突变体子粒；B为灯箱下观察野生型(wild type, WT)和3901l突变体子

粒表型；C为野生型和3901l突变体子粒横切面观察(所有标尺均为1 cm)。
Note: A, 3901l mutant F2 generation ear map; The gray arrow indicated all mutant seeds in one of the rows of the ear; B, Observing the wild type(WT) and

3901l mutant seed phenotype under the light box; C, Cross-section of wild type and 3901l mutant seeds(all scales were 1 cm).
图1 3901l突变体表型观察

Fig.1 The phenotype of 3901l mutant kernel
2.2 3901l突变体生化成分分析

由于大部分玉米粉质突变体均是由于醇溶蛋白

的改变造成，抽取同一果穗的野生型合和突变体子

粒的醇溶蛋白和非醇溶蛋白进行观察。结果表明，

3901l突变体子粒的14-kD和22-kD醇溶蛋白消失，

19-kD醇溶蛋白剧烈下降，非醇溶蛋白显著升高(图2)。

注：A为考马斯亮蓝染色显示野生型(wild type，WT)和3901l突变体胚乳醇溶蛋白电泳结果；B为考马斯亮蓝染色显示野生型和3901l突变体胚

乳非醇溶蛋白考马斯亮蓝染色结果。

Note: A, Coomassie blue staining showed wild-type(WT) and 3901l mutant endosperm electrophoresis results; B, Coomassie blue staining showed wild-
type and 3901l mutant endosperm non-gliadin Coomassie blue staining results.

图2 3901l突变体胚乳生化成分分析

Fig.2 Biochemical analysis of the component in 3901l endosperm

醇溶蛋白 Prolamin 非醇溶蛋白 Non-prolamin
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2.4 等位测试确认3901l是o2的等位突变体

由于 3901l突变体醇溶蛋白的变化与已知粉质

突变体 opaque2(o2)的变化非常相似，并且O2基因也

落在3901l的定位区间中，将3901l突变体与本实验

已有的 o2突变体(o2-w22)进行等位测试。结果表

明，等位测试所得果穗的子粒呈现出粉质不透明表

型，证明3901l确实是o2的等位突变体(图4)。

2.3 3901l突变体基因的芯片定位

利用玉米SNP3072芯片对候选基因进行染色体

定位，结果表明，突变体基因被定位于 7号染色体

9 916 138～43 134 159 bp约 33 M的区间(可信度标

准采用大于0.7，图3)。

7号染色体物理位置 Physical location of chromosome 7

可
信

度
Cre
dib
ility

图3 玉米SNP3072芯片基因分型分析

Fig.3 Maize SNP3072 genotyping array analysis

注：A为3901l突变体与o2突变体杂交后得到的等位测试果穗；B为灯箱下观察野生型子粒(W22自交系)和等位测试果穗子粒的表型；C为野生

型子粒(W22自交系)和等位测试果穗体子粒横切面观察。

Note: A, the allelic test ear obtained after the 3901 mutant and the o2 mutant hybrid; B, the wild type seed(W22 inbred) and the phenotype of the allome‐
tric test ear granule under the light box; C, the wild type granule(W22 inbred line) and allelic test of the cross section of the ear body.

图4 3901l突变体与o2突变体等位测试

Fig.4 Allelism test between 3901l and o2
2.5 3901l突变本质研究

抽取授粉后 15 d的野生型和突变体子粒的总

RNA，以Oligo-dT为引物进行反转录获得 cDNA，以
cDNA为模板扩增O2(GRMZM2G015534)的ORF。结

果表明，突变体扩增出的ORF较野生型小。将扩增

出的片段测序发现，突变体O2的ORF缺失了第二

个外显子(61 bp)，造成距起始密码子 474个核苷酸

的地方出现终止密码子，理论上翻译出的截短蛋白



3 结论与讨论

玉米是目前世界上种植最广泛、产量最高的粮

食作物。但是由于胚乳中一些必须氨基酸的含量较

低，科学家们一直致力于改善玉米子粒的营养品

质。Menz等首次发现了o2突变体，该突变体由于造

成玉米子粒醇溶蛋白大幅度下调，非醇溶蛋白含量

剧烈升高，导致胚乳氨基酸构成和比例发生改变，显

著提高了赖氨酸和色氨酸等多种必需氨基酸的含量。

本研究对象来源于美国种质中心名为 3901l的
粉质胚乳突变体。该突变体子粒大小与野生型无明

显差异，呈现出典型的粉质胚乳突变体的特征—胚

乳光下不透明，横切面完全粉质。该突变体醇溶蛋

白的变化与 o2突变体的变化极为一致(14 kD和 22
kD醇溶蛋白完全消失，非醇溶蛋白大幅度升高)，并
且其芯片定位区间也包含O2基因。通过等位测试

确认 3901l是 o2的等位突变体。进一步研究表明，

3901l突变中 O2转录本缺失了一个 61-bp的外显

子，造成转录本的开放阅读课移码，从而使蛋白翻译

提前终止。蛋白层面的研究表明，O2蛋白在突变体

中完全检测不到，无法检测到提前终止的蛋白，说明

错误翻译的O2蛋白可能被机体识别并快速降解。

MaizeGDB虽然公布多个 o2的等位突变体，但

仅有个别 o2等位突变体的突变本质被解析[26，27]。本

研究鉴定和解析了一个全新的 o2等位突变体，其突

变方式与其他已知 o2等位突变体的突变方式均不

相同，可为研究O2蛋白稳定性提供新的遗传材料。
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